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RESUMO

No decorrer dos anos a biotecnologia aplicada a reproducdo animal obteve
significativos avangos, como por exemplo a producao in vitro de embrides tem sido
cada vez mais empregada e acessivel, e dando abordagem ao tema a pesquisa
objetivou avaliar o efeito do grupo genético de uma raca leiteira zebuina sendo Gir
leiteiro e uma sintética Girolando (Gir leiteiro x Holandés) na producéo in vitro de
embrides. Avaliou-se a média de producéo total e viavel de odcito e a producédo de
embrido por doadoras da mesma racga, no periodo de marco de 2023. Os dados foram
concedidos pela empresa Fertilife referente a uma fazenda leiteira do estado de Goias.
Para tanto foi realizado a aspiracéo folicular guiada por ultrassom (ovum pick up-
OPU), rastreamento e selecdo dos odcitos. Os dados foram avaliados por analise de
variancia para avaliar o efeito da raca, e as médias foram comparadas pelo teste de
TUKEY a 5% de significancia. A quantidade média de odcitos por vaca foi maior no
girolando (Gir leiteiro x holandés) quando esta foi comparada a raca Gir leiteiro. O
namero de embrides foi maior no Girolando (Gir leiteiro x holandés) quando
comparada a raga Gir leiteiro. Dessa maneira a raca Girolando (Gir leiteiro x holandés)
obteve melhores indices para ambas as variaveis estudadas.

Palavras-chave: ovum pick up, reproducgao, zebuina.



ABCTRACT

Over the years, biotechnology applied to animal reproduction has made significant
advances, such as in vitro embryo production (IVP) has been increasingly used and
accessible, and approaching the subject, the research aimed to evaluate the effect of the
genetic group of a Zebu dairy breed being Gir milkman dairy and a synthetic Girolando (Gir
milkman x Holstein) in PIVE. The mean total and viable oocyte production and embryo
production by donors of the same breed were evaluated in the period of March 2023. The
data were provided by the company Fertilife referring to a dairy farm in the state of Goias.
For this purpose, ultrasound-guided follicular aspiration (ovum pick up - OPU), tracking and
selection of oocytes was performed. Data were evaluated by analysis of variance to assess
the effect of race, and means were compared by TUKEY'S test at 5% significance. The
average amount of oocytes per cow was higher in the Girolando (Gir milkman x Holstein)
when compared to the Gir milkman breed. The number of embryos was higher in the
Girolando (Gir milkman x Holstein) when compared to the Gir milkman breed. In this way,
the Girolando breed (Gir milkman x Holstein) obtained better indexes for both variables
studied

Keywords: ovum pick up, reproduction, zebu.
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1 ARTIGO

COMPARISON OF EMBRYO PRODUCTION OF GIR MILKMAN AND
GIROLANDO DONORS ( GIR MILKMAN X HOLSTEIN)*
COMPARACAO DA PRODUCAO EMBRIONARIO DE DOADORAS GIR LEITEIRO
E GIROLANDO (GIR LEITEIRO X HOLANDES) *

RESUMO

No decorrer dos anos a biotecnologia aplicada a reproducdo animal obteve significativos
avangos, como por exemplo a producéo in vitro de embrides (PIVE) tem sido cada vez mais
empregada e acessivel, e dando abordagem ao tema a pesquisa objetivou avaliar o efeito do
grupo genético de uma raca leiteira zebuina sendo Gir leiteiro e uma sintética Girolando ( Gir
leiteiro x Holandés) na PIVE. Avaliou-se a média de producédo total e vidvel de odcito e a
producdo de embrido por doadoras da mesma raca, no periodo de margco de 2023. Os dados
foram concedidos pela empresa Fertilife referente a uma fazenda leiteira do estado de Goias.
Para tanto foi realizado aspiracdo folicular guiada por ultrassom (ovum pick up- OPU),
rastreamento e selecdo dos odcitos. Os dados foram avaliados por analise de variancia para
avaliar o efeito da raca, e as médias foram comparadas pelo teste de TUKEY a 5% de
significancia. O numero de embrides foi maior (34,0) no Girolando ( Gir leiteiro x holandés)
quando comparada a raca Gir leiteiro (23,0). Dessa maneira a raga Girolando ( Gir leiteiro x

holandés) obteve melhores indices para ambas as variaveis no processo para PIVE estudadas.

PALAVRAS-CHAVE: ovum pick up, reproducéo, zebuina.

* Artigo formatado de acordo com a Revista Arquivos de Ciéncias Veterinarias e Zoologia da UNIPAR
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COMPARISON OF EMBRYO PRODUCTION OF GIR MILKMAN AND
GIROLANDO DONORS ( GIR MILKMAN X HOLSTEIN)*

ABSTRACT:

Over the years, biotechnology applied to animal reproduction has made significant advances,
such as in vitro embryo production (IVP) has been increasingly used and accessible, and
approaching the subject, the research aimed to evaluate the effect of the genetic group of a Zebu
dairy breed being Gir milkman dairy and a synthetic Girolando ( Gir milkman x Holstein) in
PIVE. The mean total and viable oocyte production and embryo production by donors of the
same breed were evaluated in the period of March 2023. The data were provided by the
company Fertilife referring to a dairy farm in the state of Goias. For this purpose, ultrasound-
guided follicular aspiration (ovum pick up - OPU), tracking and selection of oocytes was
performed. Data were evaluated by analysis of variance to assess the effect of race, and means
were compared by TUKEY'S test at 5% significance. The average amount of oocytes per cow
was higher in the Girolando ( Gir milkman x holstein) when compared to the Gir milkman
breed. The number of embryos was higher in the Girolando ( Gir milkman x holstein) when
compared to the Gir milkman breed. In this way, the Girolando breed ( Gir milkman x holstein)

obtained better indexes for both variables studied

Keywords: ovum pick up, reproduction, zebu.

* Artigo formatado de acordo com a Revista Arquivos de Ciéncias Veterinarias e Zoologia da UNIPAR



13

COMPARACION DE LA PRODUCCION EMBRIONARIA DE DONANTES GIR
LEITEIRO Y GIROLANDO (GIR LEITEIRO X HOLANDES) *
RESUMEN

A lo largo de los afios la biotecnologia aplicada a la reproduccion animal ha obtenido avances
significativos, como la produccion in vitro de embriones (PIVE) ha sido cada vez mas empleada
y accesible, y abordando el tema la investigacion tuvo como objetivo evaluar el efecto del grupo
genético de una raza lechera cebu siendo lechero Gir y un Girolando sintético ( Gir lechero x
Holandés) en PIVE. En el periodo de marzo de 2023 se evalud la produccién media total y
viable de ovocitos y la produccion embrionaria por donantes de la misma raza. Los datos fueron
otorgados por la empresa Fertilife sobre una granja lechera en el estado de Goiéas. Para ello, se
realizd aspiracion folicular guiada por ultrasonido (ovum pick up - OPU), cribado y seleccion
de ovocitos. Los datos se evaluaron mediante analisis de varianza para evaluar el efecto de la
raza, y las medias se compararon mediante la prueba TUKEY al 5% de de importancia el
namero de embriones fue mayor (34,0) en la raza Girolando (Gir lechero x holandés) en
comparacion con la raza Gir lechero (23,0). Asi, la raza Girolando (lechera Gir x Holandesa)

obtuvo mejores indices para ambas variables en el proceso por PIVE estudiado.

PALABRAS CLAVE: recogida de 6vulos, reproduccion, cebu.

* Artigo formatado de acordo com a Revista Arquivos de Ciéncias Veterinarias e Zoologia da UNIPAR
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INTRODUCAO

A producdo in vitro de embribes (PIVE) se encontra em crescente evolugdo no Brasil nas
ultimas duas décadas, tornando o mercado de producao de leite e carne mais eficiente com 0s
avangos genéticos obtidos pela técnica (ROCHA et al., 2022). Segundo GONCALVES E
VIANA (2019) ocorreu uma estabilidade nos ultimos anos, com variacao de 1% entre 0s anos,
obtendo um marco de 345.528 embrides produzidos in vitro no territério nacional. Com o
objetivo de aumentar a producdo de carne e leite ocupando menos territério e com menos
animais, tem sido uma busca constante pelos produtores o acesso a genéticas de altos valores
zootécnicos, touros e doadoras testados em seu potencial genético.

Embora seja uma técnica de potencial evolucdo genética no rebanho a PIVE tem seus
desafios que podem ir desde a qualidade dos 6ocitos, do sémen e embrido, quanto a qualidade
do corpo lateo (CL) da receptora, o estagio de desenvolvimento do embrido, tempo de
transporte, meios em que este embrido se encontra, a forma de armazenamento, a fresco,
vitrificado ou congelado (LUEDKE et al., 2019). A preparacao das doadoras é de importancia
para a qualidade dos odcitos obtidos, aumentando a taxa de viabilidade para a fertilizagdo in
vitro (FIV) e sucessivamente a qualidade dos embrides (AMARAL et al., 2004).

A nutrigéo das doadoras e receptoras influencia na fertilidade desses animais, fornecendo
0S micros e macro nutrientes necessarios para que o ciclo fisioldgico de desenvolvimento dos
odcitos, ovulacdo e posterior formacdo do CL de qualidade, afim de estabelecer o
desenvolvimento do embrido e posterior estagio do feto até o seu nascimento (LUEDKE et al.,
2019).

O processo da PIVE é dividida entre fases, que levam em media 9 dias, no dia -1 (D1)
aspiracdo folicular ou ovum pick up (OPU), esta etapa consiste na aspiracdo de odcitos da

doadora através de agulha 20g, guiada por ultrassom, ou através de ovarios oriundos de

* Artigo formatado de acordo com a Revista Arquivos de Ciéncias Veterinarias e Zoologia da UNIPAR
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abatedouros , para a OPU efetua-se a anestesia epidural baixa e introducéo transvaginal da guia
de aspiracdo contendo a sonda convexa guiando o técnico até o ovario, através de um sistema
ligado a bomba de vacuo, estes foliculos possuem os odcitos que sdo aspirados, rastreados e
selecionados atraves de uma lupa estereoscopica binocular e classificados pela quantidade de
cumulus ao redor da célula e pela sua integridade do nucleo, apos entéo estes serdo inseridos
em meios de maturacdo para recuperacao (SOUZA et al., 2019).

Posterior 24 horas de maturacéo in vitro (MIV), realiza-se no dia 0 (D0) a FIV 24 horas
apos, inicia-se o dia 1 (D1), que corresponde a etapa de cultivo in vitro (CIV), no qual retira o
excedente de células de cumulus e espermatozoides mortos, permanecendo até o dia 7 (D7), no
qual acontece o envase, para a transferéncia a fresco ou para criopreservacdo, e implantacédo
dos embrides nas receptoras previamente sincronizadas (SOUZA et al., 2019)

Dentre as racas zebuinas com aptidao para producéo de leite a raca Gir leiteiro se destaca
entre as demais por produzir maior quantidade de odcitos, que sao recuperados por nimeros de
aspiracdes, quando comparadas aos animais taurinos (ARAUJO et al., 2012)

Além disso, o animal da raca zebuina tem uma maior facilidade de adaptacdo a areas
tropicais, menor estresse caldrico, maior resisténcia a parasitas e pastagens pobres em
nutrientes, e mesmo assim, possui maior capacidade de producdo de leite, devido a estas
caracteristicas e a sua eficiéncia reprodutiva, o interesse dos produtores por esta raca tem
aumentado nos UGltimos anos. Permanecendo as caracteristicas da raca Gir leiteiro no
cruzamento entre a raca Girolando ( Gir leiteiro X Holandés) originando uma raca sintética,
sendo umas das ragas mais conhecidas na américa latina a raca Girolando assim conhecida tem

ganhando cada vez mais espa¢o na producdo animal (CARVALHO, 2007).

* Artigo formatado de acordo com a Revista Arquivos de Ciéncias Veterinarias e Zoologia da UNIPAR
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Desse modo, o objetivou-se através do estudo foi comparar a conversao de embrides
produzidos in vitro oriundos das racas Gir leiteiro e Girolando, quanto ao numero de o6citos

viaveis e convertidos em embrides.

* Artigo formatado de acordo com a Revista Arquivos de Ciéncias Veterinarias e Zoologia da UNIPAR
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MATERIAL E METODOS

O estudo foi realizado com os resultados do laboratério comercial de producéo in vitro
de embribes bovinos, denominado Fertilife, localizado em Goiania- GO. Foram utilizados
dados de vacas das racas Gir leiteiro e Girolando ( Gir leiteiro leiteiro x Holandés) (n=17)
proveniente de um mesmo rebanho da regido do centro do estado de Goias, localizada na cidade
de Guapd. A totalidade destes animais se encontravam com estado de saude higido,
apresentavam historico reprodutivo (idade, nimero de aspiracdes, taxas de producédo de oo6citos
e embrides) considerados normais, durante o estudo ndo incluiram o uso de protocolos
hormonais para a sincronizagdo do cio, portanto os foliculos foram aspirados
independentemente do dia do ciclo estral que se encontravam no momento do trabalho.

A aspiracéo folicular foi realizada com auxilio de equipamento de ultrassom portatil
equipado com transdutor microconvexo na intensidade de 7,5MHz, inserido da guia de
aspiracdo intravaginal e com guia para agulha de biopsia. Agulhas descartaveis (20 G) foram
acopladas a um sistema de vacuo com pressao aproximada de 50mmHg ou equivalente ao fluxo
de 11mL por minuto. O liquido folicular e os complexos cumulus odcitos (CCO’s) foram
aspirados para um tubo de SOmL contendo 10mL de Dulbecco’s Phosphate-bufferid saline (D-
PBS)® (Nutricell)®, Campinas, SP, Brasil), suplementado com 5% de soro fetal bovino
(Nutricell®) e 100Ul de heparina sodica (Liquemine®, Roche, Basileia, Suica®), e
previamente aquecido a 36°C. Todos os CCO’s recuperados (n= 387) foram mantidos em
criotubos (capacidade de 1,5mL), devidamente identificados com meio tamponado, e
transportado através de uma transportadora de odcitos para o laboratério com o periodo de 3
horas a 37°C. Somente odcitos considerados viaveis foram submetidos ao processo de MIV.

A maturacdo in vitro dos CCQO’s foi realizada em meio Therapeutic Cycles Model (TCM

199 Gibco®) acrescido de 10% de soro fetal bovino, 120uL de FSH, 120uL de LH, 4.4mg/mL

* Artigo formatado de acordo com a Revista Arquivos de Ciéncias Veterinarias e Zoologia da UNIPAR
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de piruvato e 120uL de antibidtico, em tubos de tampa semiaberto sendo 500 puL de meio em
cada tubo, mantido em estufa incubadora a 38,8°C, com 5% de CO2 em ar atmosférico e 95%
de umidade, por 21-26 horas. Os o6citos de cada doadora foram colocados em gotas separadas
em grupos de 1 a 40 por gota, conforme a producdo individual dos animais.

Os CCO’s maturados foram fecundados com sémen de touros previamente provados. Para
a preparacdo dos espermatozoides, foi utilizado o método do gradiente de Percoll
(Invitrogen®). A inseminacéo foi realizada com doses de touros previamente testados na gota
de 30pL de meio FIV contendo heparina, a dose inseminante utilizada foi de aproximadamente
2x 108 espermatozoides/mL, sob 6leo mineral, por um periodo de aproximadamente de 18-22
horas, nas mesmas condicdes atmosféricas da maturacédo da etapa anterior.

Para o cultivo dos zigotos presumiveis, foi utilizado CR4aa (Invitrogen®) contendo soro
fetal bovino e albumina sérica bovina (BSA). Os embriGes foram submetidos a realizacdo do
processo de desnudacdo onde é retirado as células do cumulus, em gotas de 100 pL (microlitro),
sob 6leo mineral. No D4 foi realizado a primeira interrupcao do cultivo para avaliagdo das taxas
de clivagem e do processo de feeding, que consiste na troca de 50% do meio. No sétimo dia
apos a fecundacdo, a taxa de blastocisto foi avaliada por meio da visualizagdo dos embrides,
utilizando-se microscépio estereoscdpio (Nikon SMZ 745®) sob aumento de 40x.

Os dados do trabalho foram submetidos ao programa estatistico BIOESTAT®, foi
realizado a andlise de variancia pelo teste “"F ", sendo comparados pelo teste de TUKEY a 5%

de probabilidade, sendo realizado a analise de normalidade pelo teste de SHAPIRO-WILK.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os dados obtidos permitiram comparar a producgéo in vitro de embrides de animais das

racas Gir leiteiro e Girolando, pertencentes as principais racas com aptidao para leite no Brasil.

* Artigo formatado de acordo com a Revista Arquivos de Ciéncias Veterinarias e Zoologia da UNIPAR
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Como método das avaliagOes, a primeira analise foi comparando entre as duas racas sua
eficiéncia na PIVE, os CCQO’s foram obtidos por meio de aspiracdo folicular e produzidos in
vitro (Tab. 1), bem como o desenvolvimento individual de cada raga em cada etapa de producgéo
(Tab. 2).

O total de CCO's dos animais Girolando (34,0) foi proximo a producdo de odcitos da raca
Gir leiteiro (23,0) encontradas por Grazia et al. (2016). Esta semelhanca pode ser esclarecida
pelo processo da dindmica folicular entre os animais zebuinos, como maior nimero de ondas,
crescimento, e didmetro do foliculo dominante no momento da divergéncia (VIANA et al.,
2004).

Nesta pesquisa, observa-se que a maior producdo de CCO’s é um atributo dos animais
zebuinos, na qual foi mantida no cruzamento Girolando (50% Gir leiteiro X 50%Holandés),
tornar-se essa uma caracteristica de importancia no processo da producao in vitro de embrides.

Observa-se na Tabela 1, os resultados da PIVE e a producdo entre as racas Gir leiteiro e
Girolando ( Gir leiteiro X Holandés) onde a raca sintética Girolando obteve melhores resultados
quando comparada a raga Zebuina Gir.

Tabela 1 — Comparacéo entre as racas Gir leiteiro e Girolando nas etapas da PIVE.

Raga!
Gir Girolando P2 S3
Total 23,0a 34,0a 0,1129 5,23
Viaveis 17,3b 30,6a <0,05 4,49
Cultivados 10,3b 26,4a <0,05 4,95
Embrides 2,2b 10,9a <0,05 0,58

1 Variaveis seguidas de letras diferentes na mesma linha diferem ao nivel de significancia de 5% pelo teste tukey.
2 Valor de probabilidade do teste F da anélise de variancia.
3 Desvio padréo.

* Artigo formatado de acordo com a Revista Arquivos de Ciéncias Veterinarias e Zoologia da UNIPAR
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Pontes et al., (2010), relatam que as fémeas Girolando, recrutam uma quantidade maior
de oocitos na onda folicular, sendo caracteristica da heterose decorrendo do cruzamento das
duas racas, quando comparadas as fémeas Gir leiteiro, condizendo com os resultados obtidos
dastabelas 1 e 2. Silvaetal., (2015) afirmam que ha uma diferenca nos parametros quantitativos
e qualitativos ao numero de o0citos recrutados das racas zebuinos, taurinos e seus respectivos

cruzamentos.

Tabela 2 — Parametros individuais da producdo de embrido in vitro (total de CCO’s, viaveis,

cultivados e embribes) das doadoras Gir leiteiro e Girolando.

Produgdo in vitro de embridest

Total Viaveis Cultivados Embrides p2 S
Gir 23,0a 17,3ab 10,3bc 2,2C <0,05 1,08
Girolando 34,0a 30,6ab 26,4ab 10,9b <0,05 5,73

L Variaveis seguidas de letras diferentes na mesma linha diferem ao nivel de significancia de 5% pelo teste tukey.
2 Valor de probabilidade do teste F da anélise de variancia.
3 Desvio padréo.

A producdo de embrides utilizando como matriz doadoras se confirmou viavel quando
comparadas com as racas predominantes mais competentes na PIVE, apresentando média acima
das doadoras da raca Gir leiteiro, contrapondo o relatado por (GRAZIA et al., 2016)

Observando no trabalho que o cruzamento ente a raca Zebuina Gir leiteiro sendo cruzada
com a raca taurina obteve melhores resultados, como podemos observar na tabela 2, araca Gir
leiteiro obteve a taxa de conversdo em 9% e a raca girolando obteve a taxa de 32%, 0s
resultados contrapde os citados por Baruselli et al. (2007), onde a raga taurina ou animais
cruzados com taurinos obtem menor competéncia no processo de producao in vitro de embribes
qguando comparada com animais zebuinos, devido a rusticidade dos animais zebuinos e
adaptacdo aos desafios de estresse térmico, alimentos com defasagem de nutrientes e parasitas

como relata Mello et al., (2017).

* Artigo formatado de acordo com a Revista Arquivos de Ciéncias Veterinarias e Zoologia da UNIPAR
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Observando os resultados dos trabalho e a ambiéncia em que estes animais se
encontravam, com alimentacdo balanceada, escore corporeo de 3 a 3,5 (1-5), fornecimento de
agua a vontade e com qualidade, os animais tinham acesso ao pasto onde continham
sombreamento, as vacas que se encontravam em lactacdo passavam pelo processo de
resfriamento pré ordenha, quando disponibilizado a ambiéncia em que a raca taurina exige ela
se faz capaz de expressar sua genética, obtendo resultados superiores as racas zebuinas

(HANSEN., 2004).

CONCLUSAO
Conclui-se que o respectivo cruzamento entre as racas zebuinas e taurinas faz com que se
tenha um grau de heterose maior, obtendo entdo melhores resultados, tanto na quantidade de

odcitos recrutados quanto na conversao em embrides.
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2 CONSIDERACOES FINAIS

A técnica da producao in vitro de embriées vem sendo cada vez mais emprega
nas propriedades pecuaria do brasil se tornando uma ferramento importante no avago
genético do rebanho nacional, expandindo suas producdes de embrioes todos 0s anos
e o brasil ofertando carne e leite ao mundo, tornando um mercado mais competitivo

O desenvolvimento deste estudo possibilitou identificar os desempenhos das
racas Gir leiteiro e Girolando sendo ambas com aptidao para leite, no analisando o
desempenho entre as duas racgas e seus respectivos sucesso na técnica da PIVE. Os
dados foram coletados de uma mesma propriedade do estado de Goias, na cidade de
Guapo.

Cita-se que para o éxito da técnica no laboratério depende da ambiéncia ofertada
a essas doadoras pois a relacdo da qualidade dos odcitos esta diretamente
relacionada a taxa de conversdo embrionaria.

Portanto, a partir das atividades desenvolvidas foi possivel aplicar os
conhecimentos académicos obtidos durante a trajetéria académica em situacdes reais
da pratica profissional, criando a possibilidade do exercicio de habilidades e

competéncias acerca do curso de Medicina Veterinaria.
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